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IN-VITRO-VERFAHREN ZUM HERSTELLEN EINER HOMOLOGEN " GES TENTETEN " TISSUE 
ENGINEERTEN HERZKLAPPE 

Jedes Jahr versterben alleine in den USA ca. 20.000 Patienten an den Folgen einer 
Herzklappendysfunktion, und mehr als 60.000 Patienten sind wegen einer bereits 
erkannten Dysfunktion gezwungen, ein oder mehrere Herzklappen operativ ersetzen zu 
lassen. Als Ersatz fOr die eigene Herzklappe kommen entweder mechanische oder 
biologische Klappenprothesen (Xenografts) in Frage, seltener werden kryopreservierte 
oder glutaraldehydfixierte Homografts verwendet. 

Mechanische Klappenprothesen fuhren jedoch oft zu Fremdkarperreaktionen mit 
thromboembolischen Komplikationen, die durch die mit der kunstlichen Herzklappe 
veranderten Stromungsverhaltnisse im Herzen begunstigt werden. Daher ist eine 
lebenslange Antikoagulation des betroffenen Patienten erforderlich, die zu einer 
permanent erhohten Blutungsgefahr fuhrt. Eine weitere, oft lebensbedrohliche 
Komplikation bei Patienten mit einer mechanischen Herzklappe sind Infektionen. 

Bei den Xenografts handelt es sich meistens um Schweineklappen, die mit 
Glutaraldehyd behandelt sind. Schweineklappenprothesen konnen mit guten 
Ergebnissen bei alteren Patienten eingesetzt werden, neigen aber zur Degeneration 
nach nur ca. 12 bis 15 Jahren, so dass sie fur junge Leute in der Regel nicht in Frage 
kommen. Weiterhin besteht bei Schweineklappenprothesen im Vergleich zum gesunden " 
Herzen eine erhohte Infektionsgefahr. Dariiber hinaus neigen Schweineklappen zur 
Kalzifizierung, weshalb sie zum Einsatz bei Kindern und jungen Leuten, die einen 
erhohten Calciumstoffwechsel aufweisen, ungeeignet sind. Schliefilich stellen sie 
ebenfalls korperfremdes Gewebe dar, das mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit vom 
korpereigenen Immunsystem als fremd erkannt wird und damit adversive 
Immunprozesse auslosen kann. 

Als dritte Moglichkeit stehen Homografts, d. h. aus humanen Spendern isolierte, fixierte 
Herzklappen, zur Verfugung. Homografts sind zwar gegen Infektionen relativ resistent, 
stellen jedoch ebenfalls korperfremdes Gewebe dar, das mit einer gewissen 
Wahrscheinlichkeit Immunreaktionen hervorruft. Daruber hinaus neigen Homografts 
ebenso wie Schweineklappenprothesen zur Kalzifizierung und unterliegen daher einer 
erheblichen Degeneration, die in der Regel eine Reoperation nach 7 bis 12 Jahren 
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erforderlich macht. Homografts stehen darilber hinaus in nur aufterst begrenztem 
Umfang zur Verfugung. 

Neben den bereits beschriebenen Nachteilen der bisher als Klappenersatz verwendeten 
Klappenprothesen, d. h. der Auslosung von Immunreaktionen, der erhohten 
Infektionsgefahr, der Gefahr thromboembolischer Prozesse und der 
Degenerationsneigung, ist alien bisher bekannten Klappen gemeinsam, dass sie aus 
anorganischem Material oder fixiertem organischen Material bestehen und ihnen daher 
wichtige Eigenschaften lebender Matrix, z. B. die Fahigkeit zu Reparationsprozessen, 
zur Rekonfiguration oder zum Wachstum fehlen. Daraus folgt u. a., dass bei kindlichen 
Klappenpatienten bisher regelmaUig Reoperationen in Kauf genommen werden 
mussten. Zusatzlich zu dem jeder Herzoperation inharenten Risiko steigt jedoch mit 
jeder Reoperation das Morbiditats- und Mortalitatsrisiko, da durch die vorangegangenen 
Operationen erhebliche Verwachsungen im Thorax auftreten. 

Es besteht daher ein dringender Bedarf fQr einen Herzklappenersatz, der die zuvor 
beschriebenen Nachteile vermeidet. Zu diesem Zweck ist bereits vorgeschlagen 
worden, kunstliche Herzklappen durch „Tissue Engineering" herzustellen. Das ..Tissue 
Engineering" befasst sich mit der Entwicklung ..biohybrider" Implantate, die im Karper zu 
Geweben oder gar zu ganzen Organsystemen heranwachsen. Auch die Herstellung 
biohybrider Herzklappen in Form von einzelnen Klappensegeln ist bereits beschrieben 
worden; die durch .Tissue Engineering" h ergestellten Herzklappensegel h atten jedoch 
bisher den Nachteil, dass sie inadaquate, nicht ausreichende bindegewebige Strukturen 
aufwiesen und daher den im Herzen herrschenden Strom ungsverhaltnissen nach 
Auflosung der biodegradablen Tragerstruktur nicht hatten standhalten konnen. 

DE 19919625 beschreibt ein /n_j4f/jo-Verfahren zum Herstellen einer homologen 
Herzklappe. Die dort beschriebene Herzklappe baut auf einem biologisch abbaubaren 
Trager auf, der mit homologen Fibroblasten und/oder Myofibroblasten zur Ausbildung 
einer bindegewebsahnlichen Matrix inkubiert und dann mit Endothelzellen besiedelt 
wird. Die bindegewebsahnliche Matrix wird dann anschlieftend zur Gewebereifung in 
einen Bioreaktor Oberfuhrt. Diese Herzklappe ist den Stomungsverhaltnissen im 
menschlichen Korper bestens angepasst. Die in DE 19919625 beschriebene Herzklappe 
besteht zum Zeitpunkt ihrer Implantation fast vollstandig aus autologem Zellmaterial. das 
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dann in das Empfangerherz eingenaht wird. Ein Nachteil dieser Herzklappe konnte 
unter Umstanden sein, dass die chirurgische Implantation technisch schwierig 
durchfuhrbar ist. Aufterdem konnte ein Problem entstehen, wenn die Naht durch das 
einzunahende autologe, tissue-engineerte Gewebe gefuhrt werden muss. Aufgrund der 
extrem hohen Belastung, der die Herzklappe anschliefcend im menschlichen Korper 
ausgesetzt ist, konnte es im Bereich der Naht zu Rissen kommen. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, verbesserte homologe Herzklappen sowie ein 
Verfahren zu ihrer Herstellung zur Verfugung zu stellen. 

Erfindungsgemaft wird die Aufgabe durch ein in wfro-Verfahren zum Herstellen einer 
homologen Herzklappe gelost, das die folgenden Schritte umfasst: 

Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tragers (Scaffold), 

Besiedeln des Tragers mit homologen Fibroblasten und/oder 

Myofibroblasten zur Ausbildung einer bindegewebigen Matrix, 

ggfls. Besiedeln der bindegewebigen Matrix mit Endothelzellen 

Befestigen der bindegewebigen Matrix auf einer nicht Oder schwer 

abbaubaren Rahmenkonstruktion (Stent), 

wobei die ggfls. mit Endothelzellen besiedelte bindegewebige Matrix vor oder nach der 
Befestigung auf der Rahmenkonstruktion in eine pulsatile Flusskammer, in der sie 
steigenden Flussraten ausgesetzt werden kann, eingebracht wird, und die Flussrate 
kontinuierlich oder diskontinuierlich erhoht wird. 

In einem alternativen Verfahren wird eine homologe Herzklappe hergestellt durch 

Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tragers (Scaffold), der mit einer 
nichtabbaubaren Rahmenkonstruktion (Stent) fest verbunden ist, 
Besiedeln des Tragers mit homologen Fibroblasten und/oder Myofibroblasten 
zur Ausbildung einer bindegewebigen Matrix, 

- ggfls. Besiedeln der bindegewebigen Matrix mit Endothelzellen 

- Einbringen der Rahmenkonstruktion mit der damit verbundenen 
bindegewebigen Matrix in eine pulsatile Flusskammer, in der sie steigenden 
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Flussraten ausgesetzt werden kann, 
- kontinuierliches oder diskontinuierliches Erhohen der Flussrate. 

Mit den erfindungsgemafcen Verfahren konnen homologe Herzklappen hergestellt 
werden, die samtliche Vorteile der aus der DE1 991 9625 bekannten Herzklappe 
aufweisen und uberdies vermeiden, dass zum Zeitpunkt der Implantation der Klappe 
eine Naht durch die bindegewebigen Strukturen der Herzklappe gefQhrt werden muss. 
Sie sind den im Korper herrschenden Stomungsverhaltnissen gewachsen und einfach 
chirurgisch implantierbar. 

Die Verfahren zum Herstellen der erfindungsgemaflen Herzklappe sowie die dadurch 
hergestellte Herzklappe sollen im Folgenden nSher erlautert werden. 

In der folgenden Beschreibung bedeutet der Terminus „Trager" eine azellulare Struktur, 
die, wie unten genauer erlautert wird, entweder aus synthetischen Fasern oder einem 
azellularen Bindegewebsgerust gebildet ist. Der Begriff „Matrix" bezeichnet eine 
bindegewebige Struktur, die neben Fibroblasten und Myofibroblasten typische 
Bestandteile einer Extrazellularmatrix, namlich Kollagen, Elastin und 
Glycosaminoglycane enthalt. Mit Matrix bezeichnete Strukturen enthalten typischerweise 
im Abbau begriffene Tragerbestandteile oder gar keine Tragerbestandteile mehr. 

Zur DurchfQhrung des erfindungsgemafcen Verfahrens wird zunachst ein biologisch 
abbaubarer Trager bereitgestellt. Das Tragermaterial soli dabei einerseits eine gewisse 
Zeitlang stabil sein, urn eine ausreichende Besiedlung bzw. Durchdringung mit Fibrobla- 
sten und/oder Myofibroblasten zu ermoglichen und die Ausbildung einer 
bindegewebigen Matrix erreichen zu konnen, andererseits innerhalb einer vertretbaren 
Zeit, die idealerweise kleiner ist, als die Zeit, die die Bildung der homologen 
Klappenprothese in Anspruch nimmt, insgesamt aufgelost werden konnen. Es ist 
bevorzugt, dass der Abbau nach ca. 8 Tagen beginnt; er sollte in der Regel in weniger 
als 3 Monaten, bevorzugt schon nach 4 bis 6 Wochen abgeschlossen sein. 

Nach Ausbildung einer soliden bindegewebigen Matrix-Struktur, deren abbaubarer 
Trager noch nicht aufgelost zu sein braucht, wird diese ggfls. mit Endothelzellen 
besiedelt. Nach erfolgter Besiedelung wird die bindegewebige Matrix auf eine nicht oder 
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schwer abbaubare Rahmenkonstruktion aufgebracht. Alternativ kann jedoch ein bereits 
mit einer Rahmenkonstruktion fest verbundener Trager den Besiedelungsschritten 
unterworfen werden. Die moglichen alternativen Verfahrensvarianten sollen im 
Folgenden naher beschrieben werden. 

In einer Variante des erfindungsgemafien Verfahrens wird der biologisch abbaubare 
Trager (Scaffold) zunachst mit homologen Fibroblasten und/oder Myofibroblasten zur 
Ausbildung einer bindegewebigen Matrix besiedelt werden. AnschlielXend wird die 
Matrix ggfls. mit Endothelzellen besiedelt. Erfindungsgemaft kann die vorgebildete 
herzklappenanaloge Struktur nun in einem weiteren Verfahrensschritt zur 
Gewebereifung und Optimierung der hamodynamischen Funktion in eine pulsatile 
Flusskammer eingebracht werden, in der sie steigenden Flussraten ausgesetzt werden 
kann. Durch kontinuierliches oder diskontinuierliches Erhohen der Flussrate wird sie 
dabei an die Stromungsverhaltnisse im menschlichen Korper adaptiert. Zur weiteren 
Stabilisierung wird die herzklappenanaloge Struktur auf einer biokompatiblen 
Rahmenkonstruktion aus nicht oder schwer abbaubarem Material befestigt, die ggfls. 
nochmals in die pulsatile Flusskammer eingesetzt wird. In dem Fall, dass nach 
Befestigung auf der Rahmenkonstruktion in der Flusskammer an die 
Stromungsbedingungen im menschlichen Herzen adaptiert wird, kann die erste 
Inkubation in der pulsatilen Flusskammer ausgelassen werden. Durch diese Verfahren 
werden vitale Herzklappenprothesen erhalten, die den Stromungsverhaitnissen im 
menschlichen Korper gewachsen sind. 

In einer alternativen Variante des erfindungsgemafcen Verfahrens kann der biologisch 
abbaubare Trager (Scaffold) mit der nicht oder schwer abbaubaren Rahmenkonstruktion 
(Stent) bereits vor der Besiedelung fest verbunden werden. In einem weiteren Schritt 
wird dann der mit der Rahmenkonstruktion verbundene Trager zur Ausbildung einer 
bindegewebigen Matrix mit homologen Fibroblasten und/oder Myofibroblasten und 
anschlieliend ggfls. mit Endothelzellen besiedelt. Zur Gewebereifung und Optimierung 
der hamodynamischen Funktion wird die vorgebildete herzklappenanalogen Struktur 
anschliessend in eine pulsatile Flusskammer eingebracht, in der sie steigenden 
Flussraten ausgesetzt werden kann. Durch kontinuierliches oder diskontinuierliches 
Erhohen der Flussrate wird dabei ebenfalls eine vitale Herzklappenprothese erhalten, 
die den Stromungsverhaltnissen im menschlichen Korper gewachsen ist. 
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Insgesamt ergeben sich also die folgenden Verfahrensvarianten: 

Variante 1: - Bereitstellen eines Tragers ohne Rahmenkonstruktion 

Besiedeln 

Adaptieren in einer pulsatilen Flusskammer 
Befestigen auf einer nicht oder schwer abbaubaren 
Rahmenkonstruktion (Stent) 

ggfls. Nachadaptieren der „gestententen w Herzklappe 



Variante 2: - Bereitstellen eines Tragers ohne Rahmenkonstruktion 

Besiedeln 

Befestigen auf einer nicht oder schwer abbaubaren 

Rahmenkonstruktion (Stent) 

Adaptieren der „gestententen" Herzklappe 

Variante 3: - Bereitstellen eines Tragers auf einer nicht oder schwer 
abbaubaren Rahmenkonstruktion 
Besiedeln 
Adaptieren 

Bei dem Tragermaterial handelt es sich bevorzugt um eine aus Polymerfasern 
aufgebaute Struktur, um eine porose Polymerstruktur oder ein azellulares biologisches 
Gewebe. Geeignete synthetische Polymere far diese Verwendung schliefien 
bioerodierbare Polymere mit ein, wie z. B. Polyglycolsaure (PGA), Polymilchsaure 
(PLA)' Polyhydroxyalkanoat (PHA) und Poly-4-Hydroxybutyrat (P4HB), Polycaprolactone 
(PLGA), Polycarbonate, Polyamide, Polyanhydride, Polyaminosauren, Polyorthoester, 
Polyacetate, Polycyanoacrylate sowie abbaubare Polyurethane und nicht erodierbare 
Polymere wie Polyacrylate, Ethylenvinylacetat-Polymere und andere substituierte 
Zelluloseacetate sowie Derivate davon. Polyester werden hierbei bevorzugt. 



Bevorzugte biologisch abbaubare Polymere, die aus umfassen Polymere folgender 
Gruppe ausgewahlt sind: Polyester der Hydroxycarboxysauren, Polyanhydride der 
Dicarboxyester, und Copolymere der Hydroxycarboxysauren und der D icarboxyester. 
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In einer weiteren AusfGhrungsform besteht das Material aus einem synthetischen 
Polymer aus mindestens einem der folgenden Monomere: Glykolid, Laktid, p-Dioxanon, 
Caprolacton, Trimethylencarbonat, Butyrolacton. In besonderen Ausfuhrungsformen 
wird das Material ausgewahlt aus einer Gruppe bestehend aus Polymeren oder 
Copolymeren von Glycolsaure, Milchsaure und Sebacinsaure. Potyglykolsaurepolymere 
werden hierbei bevorzugt. 

Diese Polymere konnen sowohl rein als auch in Mischungen aus zwei oder mehreren 
der genannten Substanzen oder Mischungen dieser Substanzen mit weiteren biologisch 
abbaubaren Polymeren verwendet werden. In einer bevorzugten AusfGhrungsform wird 
ein Mischpolymer aus 85% PGA und 15% PLA verwendet. 

In einer weiteren besonderen AusfGhrungsform wird der Trager wird aus einem 
Polyhydroxyalkanoat (PHA) hergestellt. PHA kann dabei mit einem weiteren 
nichtdegradierbaren Polymer beschichtet werden. Ein bevorzugtes Polyhydroxyal- 
kanoat fGr diese Verwendung degradiert in vivo innerhalb von weniger als 9 Monaten, 
noch bevorzugter in weniger als 6 Monaten und am starksten bevorzugt in weniger als 
3 Monaten. Eine bevorzugte Zusammensetzung der Polyhydroxyalkanoate beinhaltet 

2- 3-, 4- oder 5-Hydroxysauren, z. B. Poly-4-hydroxybutyrate. Weiterhin kann die 
Zusammensetzung ein Po1y~4-hydroxybutyrat-co-3-hydroxybutyrat sowie Kombinationen 
davon beinhalten. Am starksten bevorzugt wird dabei Poly-4-hydroxybutyrat. 

In einer weiteren besonderen AusfGhrungsform besteht der Trager aus Homopolymeren 
und Copolymeren mit einer beliebigen Kombination folgender Monomere: 

3- Hydroxybutyrate, 3-Hydroxyvalerat, 3-Hydroxypropionat, 2-Hydroxybutyrat, 

4- Hydroxybutyrat, 4-Hydroxyvalerat, 3-Hydroxyhexanoat, 3-Hydroxyheptanoat, 
3-Hydroxyoctanoat, 3-Hydroxynonanoat, 3-Hydroxytridecanoat, 
3-Hydroxytetradecanoat, 3-Hydroxypentadecanoat, 3-Hydroxyhexadecanoat, 
3-Hydroxyheptadecanoat und 3-Hydroxyoctadecanoat. 

Es hat sich als sinnvoll erwiesen, biologisch abbaubare Trager mit einer Polymerdichte 
von ca. 40 bis 120 mg/cm 3 zu verwenden. Unterhalb von 40 mg/cm 3 ist das 
Polymergewebe zu labil, oberhalb von 1 20 mg/cm 3 ist das G ewebe zu dicht, urn das 
Eindringen von Fibroblasten innerhalb eines vertretbaren Zeitraums zuzulassen. In 
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bevorzugten AusfGhrungsformen betragt die Dichte des biologisch abbaubaren Tragers 
50 bis 80 mg/cm 3 , besonders bevorzugt 70 mg/cm 3 . In der vorliegenden Erfindung 
wurde mit guten Ergebnissen ein polymerer Trager der Fa. Albany International 
Research, Mensville, MA, USA, mit einer Dichte von ca. 70 mg/cm 3 verwendet, sowie ein 
polymerer Trager der Fa. TRANSOME INC., Palm Bay, FL. USA. 

Die Fasern des Tragers konnen einen Durchmesser von 6 bis 20 pm haben, bevorzugt 
10 bis 18 pm. Es sind jedoch auch Gewebe mit anderen Faserstarken denkbar, die 
jedoch einerseits dem Trager eine gewisse Stabilitat verleihen mussen, andererseits die 
Besiedelung und Durchdringung des Tragers mit Fibroblasten oder Myofibroblasten 
zulassen mussen. Fur porose (schwammartige) Polymerformen haben sich 
Porengrolien von 80 - 240 pm als gtinstig erwiesen. Die Poren konnen durch die 
sogenannte „Salt-Leaching" Technik erzielt werden, die dem Fachmann bekannt ist. 

Statt eines synthetischen Tragers, wie zuvor beschrieben, ist die Verwendung eines 
azellularen BindegewebsgerOstes denkbar. So konnte beispielsweise eine Schweine- 
klappe in ein immunologisch neutrales Gewebe umgewandelt werden (Bader et a/., 
Eur. J.-Cardiothorac. Surg. 14, 279, 1998), das anschliessend mit homologen Zellen 
besiedelt werden konnte. Auch humane Herzklappen konnen nach Neutralisierung 
wieder besiedelt werden. 

Der biologisch abbaubare Trager wird zunachst mit einer Fibroblastenpopulation 
inkubiert. Bei Verwendung homologer Fibroblasten und/oder Myofibroblasten, d. h. von 
Fibroblasten und/oder Myofibroblasten aus einem Menschen, aber nicht unbedingt dem 
Patienten, sollte auf gleiche HLA-Typisierung geachtet werden. 
Fibroblastenpopulationen konnen dabei z. B. aus peripheren Blutgefaflen, sowohl 
Arterien als auch Venen, gewonnen werden. Hierzu bietet sich insbesondere die Arteria 
radialis des Unterarmes an, die wegen der arteriellen Doppelversorgung des Armes in 
den meisten Fallen zur schadlosen Explantation zur Verfugung steht. Alternativ konnen 
Gefafizellen aus Biutgefafcen des Beines, z. B. der Vena saphena gewonnen werden. 
Weiterhin konnen die Myofibroblasten und Endothelzellen aus Knochenmarks- 
Vorlauferzellen oder aus pluripotenten Stammzellen oder genetisch manipulierten Zellen 
gewonnen werden. 
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Die Zellen konnen beispielsweise aus GefaSfragmenten gewonnen werden, in dem die 
GewebestQckchen zunachst, wie in Zund et a/. (Eur. J. Cardiothorac Surg. 13,160, 
1998) beschrieben, in Gewebebruchstucke zerstiickelt und ca. 1 bis 2 Wochen unter 
normalen Zellkulturbedingungen (37°C, 5 C0 2 , 95 % Luftfeuchtigkeit) inkubiert werden, 
bis die Zellen auf dem Boden der Kulturschale eine konfluente Zellschicht bilden. 
Anschliefiend werden sie mehrfachen Passagen unterworfen, urn eine von restlichem 
Gewebematerial freie Zellkultur zu erhalten. Nach zwei bis drei Passagen konnen die 
gemischten Zellpopulationen gereinigt werden, in dem sie mit einem ftir Endothelzellen 
spezifischen Fluoreszenzmarker (Dil-Ac-LDL, von Medical Technologies Inc., Stoughton, 
MA) inkubiert werden und mittels Durchfluftzytometrie (FACStar Plus, Becton Dickinson) 
getrennt werden. Fluoreszenzmarkierte Zellen sind Endothelzellen, nicht markierte 
Zellen sind Fibroblasten und Myofibroblasten. Diese werden weitere zwei bis drei 
Wochen kultiviert und wahrend dieser Zeit zwei bis vier Passagen unterworfen, um eine 
ausreichende Anzahl an Zellen fur die anschlieSende Besiedelung des Tragers zu 
erhalten. 

Eine wie beschrieben gereinigte oder jede andere reine Fibrobla- 
sten/Myofibroblastenkultur kann nunmehr zur Besiedelung des Polymertragers 
eingesetzt werden. Dazu werden pro Quadratzentimeter Oberflache des Tragers ca. 10 5 
bis 6 x 10 8 Fibroblasten und/oder Myofibroblasten eingesetzt. Unter ,, Oberflache" ist in 
diesem Fall nicht die tatsachliche Oberflache des Polymers, sondern. die ber 
Betrachtung des Tragers von oben in einer Ebene erkennbare Flache gemeint. 
Gblicherweise wird den Fibroblasten 60 bis 90 min. Zeit gegeben, um sich an den 
Trager anzuheften. Anschlieftend kann das uberstehende Medium entfernt werden und 
ein weiteres Mai Fibroblastensuspension zugegeben werden. Idealerweise lasst man 
jedoch zwischen der ersten und zweiten Zugabe von Fibroblastensuspension 2 bis 36 
Stunden, bevorzugt 24 Stunden verstreichen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgema&en Verfahrens werden dem 
Trager bzw. sich der nach der erstmaligen Fibroblastenzugabe allmahlich ausbildenden 
Matrix weitere 3 bis 14 mal, besonders bevorzugt 5 bis 10 mal Fibroblasten und/oder 
Myofibroblasten zugefQgt. 



Unter den Gblicherweise fur das Zellwachstum von Fibroblasten verwendeten 
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Bedingungen (z. B. 5 % C0 2 , Inkubation bei 37°C, steriles Medium) entwickelt sich nach 
ca. ein bis drei Wochen eine solide bindegewebige Struktur. In einer bevorzugten 
AusfGhrungsform wird diese Struktur anschlieftend mit einer reinen Endothelzelf- 
Suspension inkubiert. Die Endothelzellen konnen genauso wie die Fibroblasten durch 
FACS angereichert und anschliefcend in mehreren Passagen (bevorzugt 3) expandiert 
werden. Auch fur Endothelzellen ist es bevorzugt, die Besiedelung mit jeweils ca. 10 5 bis 
5 x 10 8 Endothelzellen mehrfach zu wiederholen, z. B. 3 bis 14 mal. In bevorzugten 
AusfCihrungsformen wird die Besiedelung mit Endothelzellen 5 bis 10 mal wiederholt. 
Zwischen zwei Besiedelungsschritten sollten mindestens 60 min., bevorzugt jedoch 2 
bis 24 Stunden liegen. Der Endothelzellbesiedelungsschritt ist jedoch optional. 

Bei den zum Besiedeln des Tragers verwendeten Zellen handelt es sich bevorzugt um 
humane Zellen. Besonders bevorzugt ist es jedoch, autologe Fibroblasten und/oder 
Myofibroblasten sowieggfls. Endothelzellen zu verwenden. Dazuwird dem Patienten, 
dessen Herzklappe ersetzt werden soil, Gewebe z. B. aus einem seiner Gefafte 
entnommen. Wie oben bereits erwahnt, bieten sich dazu die Arteria radialis sowie die 
Vena saphena oder Knochenmark an. Die Verwendung der autologen Zellen zur 
Konstruktion der Herzklappe hat den wesentlichen Vorteil, dass die Klappe nach 
Implantation in den Patienten kein korperfremdes Gewebe darstellt und somit 
Immunreaktionen gegen die kQnstliche Herzklappe so gut wie ausgeschlossen 
erscheinen. 

Ca. 14 Tage nach der optionalen Zugabe der Endothelzellen lasst sich histologisch und 
immunhistochemisch ein Gewebe mit einem superfiziellen Einzelzellschicht aus 
Endothelzellen und einer bindegewebigen Grundstruktur nachweisen. 

In einer bevorzugten AusfGhrungsform hat die bindegewebige Matrix die Form einer 
Herzklappe und ist mit einem breiten bindegewebigen Rand, dem sogenannten Nahtring 
versehen, der auf einer kreisformigen Rahmenkonstruktion fixiert wird. Ein Beispiel fur 
eine solche Herzklappe mit Nahtring ist in Abbildung 1 gezeigt. 



In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform hat die bindegewebige Matrix die Form 
eines Bandes oder eines Ringes. Diese Ausfuhrungsform erfordert einen Nahtring, der 
mit einer dreizipfeligen Stutzstruktur versehen ist, a Is Rahmenkonstruktion. Das Band 
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bzw. der Ring wird dann urn diese dreizipfelige Struktur herumgefQhrt Ein Beispiel fQr 
diese AusfQhrungsform ist in Abbildung 3 dargestellt. Der Durchmesser der 
Rahmenkonstruktion ist dabei . individual wahlbar und richtet sich nach den 
anatomischen Erfordernissen des Patienten. 

Die erfindungsgemafte Rahmenkonstruktion (Stent) kann aus verschiedenen Materialien 
aufgebaut sein. Urn dem neu hergestellten Gewebe eine moglichst lange Lebensdauer 
und Festigkeit zu verleihen, sollte das Material aus nicht abbaubarem biokompatiblem 
oder alternativ aus schwer abbaubarem biokompatiblem Material aufgebaut sein, z. B. 
Karbon, PTFE, Dacron, Metall, PHA, bevorzugt Poly-3-Hydroxbutyrat (P3HB). „Schwer 
abbaubar" bedeutet dabei eine Abbaudauer von mehr als einem Jahr. 

Die Befestigung der bindegewebigen Matrix auf der Rahmenkonstruktion kann durch 
konventionelle Nahttechnik erfolgen. In einer AusfQhrungsform kann die Matrix mittels 
Fibrinkleber auf der Rahmenkonstruktion fixiert werden. Besonders bevorzugt erfolgt die 
Befestigung der bindegewebigen Matrix auf dem Trager durch konventionelle 
Nahttechnik in Verbindung mit Fibrinkleber. Die Form der einzelnen Herzklappensegel 
kann ebenso entweder durch eine Naht oder durch Verkleben mit Fibrinkleber stabilisiert 
werden, in dem die Qber die Zipfelspitzen in Richtung des Kreismittelpunktes 
umlaufenden Rander vernaht bzw. verklebt werden. 

ErfindungsgemafJ kann nun in einem weiteren Verfahrensschritt die vorgebildete 
herzklappenanaloge Struktur in eine pulsatile Flusskammer eingebracht werden, in der 
sie steigenden Flussraten ausgesetzt werden kann. Eswurde festgestellt, dass durch 
eine langsame Adaptation der Flussraten die Bildung einer stromungsbestandigen 
bindegewebigen Matrix erreicht werden kann. 

Zum Durchfuhren des erfindungsgemaften Verfahrens eignet sich z. B. der in der 
DE1 991 9625 beschriebene Bioreaktor. 

In einer AusfQhrungsform der Erfindung werden Flussraten zwischen 5 ml/min. und 
8000 ml/min. , bevorzugt zwischen 30 ml/min. und 5000 m l/min., b esonders b evorzugt 
50 ml/min. bis 2000 ml/min verwendet. Die Angaben beziehen sich auf den Fluss durch 
die Klappenprothese. Als anfangliche Flussrate haben sich Flussraten von 50 bis 100 
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ml/min. als geeignet erwiesen. Diese Flussraten werden z. B. mit einer Pulsfrequenz von 
5 bis 10 Pulsen pro Minute durch die Herzklappe geschickt. Die Flussrate wird 
anschlieftend kontinuierlich oder diskbntinuierlich auf bis zu 5000 ml/min. gesteigert. 
Gleichzeitig wird die Pulsfrequenz auf bis zu 180 Pulse/min. angehoben. Bei den 
angegebenen Daten handelt es sich um die Grenzwerte, die normalerweise nicht 
uberschritten werden. 

In b evorzugten A usfGhrungsformen w ird d ie F lussrate b is a uf 2 000 ml/min g esteigert, 
wahrend die Pulsfrequenz auf 70 bis 100, bevorzugt 80 Pulse/min. angehoben wird. Die 
Belastung der sich stabilisierenden Herzklappe wird damit nahezu physiologischen 
Verhaltnissen angepasst. Es hat sich als gunstig, aber nicht notwendig erwiesen, die 
Flussrate und die Pulsfrequenz jeweils nach ca. 24 bis 48 Stunden zu steigem. So kann 
beispielsweise, ausgehend von einer Flussrate von 50 bis 100 ml/min und einer Pulsrate 
von 5 bis 10 Pulsen/min. am Tag 1 des Aufenthaltes in der pulsatilen Flusskammer, am 
Tag 3 eine Erhohung auf 300 ml/min bei 20 bis 25 Pulsen/min, am Tag 5 auf 
700 ml/min. und 35 bis 45 Pulsen/min, am Tag 7 auf 1000 ml/min und 50 bis 
60 Pulsen/min, am Tag 9 auf 1300 ml/min und 70 bis 80 Pulsen/min., am Tag 11 auf 
1500 ml/min. und ca. 100 Pulsen/min, am Tag 13 auf 1750 ml/min und 
ca. 120 Pulsen/min und am Tag 1 5 auf 2000 ml/min und 1 40 Pulsen/min vorgesehen 
werden. Je nach zur Verfugung stehender Zeit, Grofce der Klappe, Grofte und Alter des 
Patienten etc., kann jedoch eine sehr viel langsamere Steigerung der Flussraten sowie 
der Pulsfrequenz oder die Steigerung auf hohere Flussraten und Pulsfrequenzen 
sinnvoll sein. 

In einer AusfQhrungsform der Erfindung werden die in der pulsatilen Flusskammer 
herrschenden systemischen DrQcke auf 1 0 bis 240 mmHg eingestellt. Bevorzugt sind 
systemische Drucke von 60 bis 140, besonders bevorzugt sind systemische Drucke von 
80 bis 120 mm Hg. 

Die mittels des erfindungsgemafJen Verfahrens hergestellte homologe bzw. autologe 
Herzklappe weist gegenQber den herkommlichen mechanischen und biologischen 
Herzklappen wesentliche Vorteile auf. So besteht die erfindungsgemafte Herzklappe in 
ihrer bevorzugten AusfQhrungsform aus autologen Gewebe, d. h. aus Gewebe des zur 
Herzkiappenoperation anstehenden Patienten, sowie aus einem weiter stabilisierenden 
biokompatiblem Material, das als Rahmenkonstruktion verwendet wird. Dadurch wird 
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eine Fremdkorperreaktion des Klappenempfangers auf das Implantat vermieden. Die 
Infektionsgefahr bei Empfangern einer erfindiingsgemafcen Herzklappe ist somit 
erheblich reduziert. Eine Antikoagulationstherapie ist nicht erforderlich; damit entfallt die 
Gefahr hemorrhagischer Komplikationen. Der bei weitem uberzeugendste Vorteil der 
erfindungsgemafien Herzklappe ist jedoch die Tatsache, dass sie lebendes Gewebe 
darstellt und daher nach Implantation zu permanenter Regeneration und Reparation 
befahigt ist. Weiterhin vereint die erfindungsgemafte Herzklappe in ihrer bevorzugten 
Ausfuhrungsform die Vorteile einer vollkommen autologen Herzklappenprothese und die 
sehr guten hamodynamischen Funktionen synthetischer Herzklappenprothesen. 
Letztendlich sind bei erfindungsgemafcen Herzklappen durch die Verwendung der 
biokompatiblen Rahmenkonstruktion auch bei langerer Verwendung deutlich weniger 
degenerative Veranderungen und/oder Dysfunktionen zu erwarten, was die 
Lebensdauer der Herzklappe deutlich erhoht und damit das Risiko einer Reoperation 
deutlich heruntersetzt. 

Die erfindungsgemafie Herzklappe enthalt eine bindegewebige innere Struktur, die 
neben Fibroblasten und Myofibroblasten im Wesentlichen Bestandteile einer normalen 
extrazellularen Matrix, namlich Kollagen, Elastin und Glycosaminoglykane enthalt. Damit 
weisen die erfindungsgemaden Klappen einen der nativen Klappe bzw. dem nativen 
Klappensegel entsprechenden Anteil an Kollagen (26-60 %), Elastin (2-15 %) und 
Glycosaminoglycanen auf. Diese auf einem biologisch abbaubaren Trager (Scaffold) 
aufgebaute und mit Endothelzellen besiedelte bindegewebige innere Struktur wird 
durch eine biokompatible Rahmenkonstruktion weiter stabilisiert. Die Befestigung der 
bindegewebigen Struktur auf der biokompatiblen Rahmenkonstruktion erfolgt wie oben 
beschrieben. Eine solche Herzklappenprothese vereint in sich die Vorteile einer 
autologen Herzklappenprothese und die sehr gute chirurgische Implantierbarkeit und 
Funktion synthetischer Herzklappenprothesen. 



Es konnte gezeigt werden, dass die erfindungsgemalJen Herzklappen Flussraten von 
mehr als 2000 ml/min., entsprechend den in einem erwachsenen Humanherzen 
herrschenden Flussverhaltnissen, standhalten. Somit kann erfindungsgemafl eine 
autologe Herzklappe zur Verfugung gestellt werden, die bedingungslos zur Implantation 
in kindliche wie auch erwachsene Patienten geeignet ist. 
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Die folgenden Abbildungen und Beispiele erlautern die Erfindung. 

Abbildung 1 zeigt einen aus einem Polymer vorgebildeten Trager (s. Stern) mit Nahtring 
(s. Pfeil) nach Besiedelung mit Fibroblasten/Myofibroblasten und Endothelzellen. 

Abbildung 2 zeigt eine r6hrenf6rmige besiedelte Matrix, aus der Ringe von 3,5 cm 
Breite geschnitten werden konnen, die urn die in Abbildung 3 gezeigte 
Rahmenkonstruktion gelegt werden. 



Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung der Rahmenkonstruktion aus Abb. 3 
mit urn die dreizipfelige Stiltzstruktur gefQhrter besiedeiter Matrix. 
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Beispiel 1: Herstellung von klappentragenden Conduit-(Rohren) Tragern 

Zum Herstellen des klappentragenden Conduit-Tragers wird ein nicht-gewebtes 
Polyglykolsaurepolymer (Fiberdurchmesser: 12 - 15 p. m, Polymerdichte: 70 mg/ml, 
Albany International Research, Mansfield MA, USA.) verwendet. Das Polymer wird in 
der Art zugeschnitten, dass es eine Rohremit 19mm Durchmesser bildet. In diesen 
Conduit werden 3 dreieckige Segel eingefugt. Dieser Trager kann zum Herstellen von 
3-segeligen Klappen, d. h. Pulmonal- Aorten- und Tricuspidalklappen verwendet 
werden. Fur Mitralklappen werden 2 Segel eingefugt. 

Beispiel 2: Herstellung einer dreisegeligen von einer Rahmenkonstruktion 
stabilisierten Herzklappenprothese 

Ein dreisegeliger klappentragender Condiut-Trager wird sterilisiert und in Medium (DM 
EM, GIBCO BRL-Life Technologies) far 24 Stunden eingelegt, urn die 
Polymeroberflache einzuweichen. Daraufhin wird der klappenfSrmige Trager pro 
Quadratzentimeter Oberflache mit 4 Mio. Fibroblasten alle 90 Minuten insgesamt 6 mal 
besiedelt. Weiterhin wird der besiedelte Trager fur 2 Wochen inkubiert (5 % C0 2 , 37°C, 
95 % Luftfeuchtigkeit). Das Medium wird alle 4 Tage unter sterilen Bedingungen 
gewechselt. Anschliellend werden Endothelzellen auf den besiedelten klappenformigen 
Trager aufgebracht (3-4 Mio. Endothelzellen pro Quadratzentimeter Oberflache, 6 
Besiedlungen alle 90 Minuten). Nach weiteren 2 Wochen wird das entstandene Gewebe 
iiber eine vorbereitete biologisch kompatible Rahmenkonstruktion gestulpt und mit der 
Rahmenkonstruktion durch eineNaht fest verbunden. Anschliefcend wird diegesamte 
Konstruktion in die Flusskammer des Bioreaktors unter sterilen Kautelen eingebracht 
und hier in Durchflussposition installiert. Der Bioreaktor wird nun mit Medium gefullt und 
in den Zellinkubator gestellt. Nachdem Ober den Druckluftschlauch die Konnektion zur 
auGerhalb des Inkubators stehenden Pumpe hergestellt wurde, wird mit minimalen 
pulsatilen Flussen b egonnen (50 ml/min). In 2-Tages-Schritten wird die Flussrate und 
Pulsrate gesteigert auf 100 ml/min (Puis 10), 300 ml (Puis 25), 700 ml (Puis 35), 
1000 ml (Puis 60) fur insgesamt weiter 4 Tage. Anschliessend (nach 14 Tagen) wird das 
nun gebildete Gewebe unter sterilen Bedingungen entnommen und zur biochemischen, 
histologischen und mechanischen Analyse asserviert. 
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Beispiel 3: Herstellung von dreisegeligen von einer mehrzipfeligen 
Rahmenkonstruktion stabilisierten herzklappenformigen Tragern: 

Zur Herstellung des herzklappenformigen Tragers wird 1-2 mm dickes, nicht gewebtes 
Ko-Polymer aus Polyglycolsaure (PGA) und Polyhydroxyalkanoat (PHA) 
(Fiberdurchmesser 12-15 |am, Polymerdichte 70 mg/ml) verwendet und so 
zugeschnitten, dass ein 3,5 cm breites und 8,0 cm langes Band entsteht. Dieses Band 
wird an den Endpunkten unter Verwendung von resorbierbaren Nahtmaterial verbunden 
und zusatzlich an den Gberlappungszonen unter Applikation von Hitze (60-70°C) 
verschweifit. Der nun entstandene Ring wird uber eine dreizipfelige Rahmenkonstruktion 
(Dacron) gestulpt und mit dieser mittels Naht und unter Verwendung von Fibrinkleber 
verbunden. Nachfolgend wurden die einzelnen Herzklappensegel Qber das 
Rahmenkonstrukt wiederum unter Applikation von Hitze in die herzklappentypische, 
bauchige dreisegelige Form ausgeformt. 

Beispiel 4: Herstellung einer dreisegeligen von einer dreizipfeligen 
Rahmenkonstruktion stabilisierten Herzklappenprothese 

Ein dreisegeliger von einer dreizipfeligen Rahmenkonstruktion stabilisierten Trager wir 
sterilisiert und in Medium (DM, EM, GIBCO BRL-Life Technologies) fOr 24 Stunden 
eingelegt, urn die Polymeroberflache einzuweichen. Darauf hin wird der klappenformige 
Trager pro Quadratzentimeter Oberflache mit 4 Mio. Fibroblasten alle 90 Minuten 
insgesamt 6 mal besiedelt. Weiterhin wird der besiedelte Trager fOr 2 Wochen inkubiert 
(5 % C0 2 , 37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit). Das Medium wird alle 4 Tage unter sterilen 
Bedingungen gewechselt. Anschliefiend werden Endothelzellen auf den besiedeiten 
klappenformigen Trager aufgebracht (3-4 Mio. Endothelzellen pro Quadratzentimeter 
Oberflache, & Besiedelungen alle 90 Minuten). Anschlieftend wir die gesamte 
Konstruktion in die Flusskammer des Bioreaktors unter sterilen Kautelen eingebracht 
und hier in Durchflussposition installiert. Der Bioreaktor wird nun mit Medium gefullt und 
in den Zellinkubator gestellt. Nachdem Qber den Druckluftschlauch die Konnektion zur 
auRerhalb des Inkubators stehenden Pumpe hergestellt wurde, wird mit minimalen 
pulsatilen Flussen begonnen (50 ml/min.). in 2-Tages-Schritten wir die Flussrate und 
Pulsrate gesteigert auf 100 ml/min. (Puis 10), 300 ml (Puis 25, 700 ml (Puis 35), 1000 ml 
(Puis 60) fur insgesamt weitere 4 Tage. Anschliessend (nach 14Tagen) wird das nun 
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gebildete Gewebe unter sterilen Bedingungen entnommen und zur biochemischen, 
histologischen und mechanischen Analyse asserviert. 
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Patentanspruche 

In wfro-Verfahren zum Herstellen einer homologen Herzklappe, umfassend die 
folgenden Schritte: 

Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tragers (Scaffold), 

Besiedeln des Tragers mit homologen Fibroblasten und/oder 

Myofibroblasten zur Ausbildung einer bindegewebigen Matrix, 

ggfls. Besiedeln der bindegewebigen Matrix mit Endothelzellen 

Befestigen der Matrix auf einer nicht oder schwer abbaubaren 

Rahmenkonstruktion (Stent), 

wobei die ggfls. mit Endothelzellen besiedelte bindegewebige Matrix vor und/oder 
nach Befestigung auf der Rahmenkonstruktion, in eine pulsatile Flusskammer 
eingebracht wird, in der sie steigenden Flussraten ausgesetzt werden kann, und die 
Flussrate kontinuierlich oder diskontinuierlich erhoht wird. 

In wfro-Verfahren zum Herstellen einer homologen Herzklappe, umfassend die 
folgenden Schritte: 

Bereitstellen eines biologisch abbaubaren Tragers (Scaffold), der mit einer 
nicht oder schwer abbaubaren Rahmenkonstruktion (Stent) fest verbunden 
ist, 

Besiedeln des Tragers mit homologen Fibroblasten und/oder 
Myofibroblasten zur Ausbildung einer bindegewebigen Matrix, 
ggfls. Besiedeln der bindegewebigen Matrix mit Endothelzellen 
Einbringen der Rahmenkonstruktion mit der damit verbundenen 
bindegewebigen Matrix in eine pulsatile Flusskammer, in der sie steigenden 
Flussraten ausgesetzt werden kann, 

kontinuierliches oder diskontinuierliches Erhohen der Flussrate. 

Verfahren n ach e inem der A nspruche 1 b is 2 , d adurch g ekennzeichnet, d ass d er 
biologisch abbaubare Trager eine biologisch abbaubare Polymermatrix oder eine 
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azellulare biologische Matrix ist. 

4. Verfahren n ach e inem der AnsprGche 1 b is 3 , d adurch g ekennzeichnet, d ass d er 
Trager eine Polyglycolsaure (PGA), Polymilchsaure (PLA), Polyhydroxyalkanoat 
(PHA), Poly-4-Hydroxybutyrat (P4HB) oder eine Mischung aus zwei oder mehreren 
dieser Polymere umfasst. 

5 # Verfahren n ach e inem der A nspruche 1 b is 4 , d adurch g ekennzeichnet, d ass d er 
Trager eine Polymerdichte von 40 bis 120 mg/cm 3 , bevorzugt 50 bis 80 mg/cm 3 



6. Verfahren n ach e inem der A nspruche 1 b is 5 , d adurch g ekennzeichnet, d ass d er 
Trager ein poroses Polymer mit einer PorengrofJe von 80 bis 240 pm ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Fasern des Tragers einen Durchmesser von 6 bis 20 pm, bevorzugt 10 bis 18 pm 



8. Verfahren n ach e inem der A nspruche 1 b is 7 , d adurch g ekennzeichnet, d ass d er 
Trager ein BindegewebsgerQst einer animalen oder humanen Herzklappe ist. 

9. Verfahren n ach e inem der Anspruche 1 b is 8 , d adurch g ekennzeichnet, d ass d er 
Schritt des Besiedelns mit Fibroblasten und/oder Myofibroblasten 3 bis 14 mal, 
bevorzugt 5 bis 10 mal wiederholt wird. 

1 0. V erfahren n ach e inem der A nspruche 1 b is 9 , d adurch g ekennzeichnet, d ass p ro 
Quadratzentimeter Trager/Matrix und Besiedelungsschritt ca. 10 5 bis 6 x 10 8 
Fibroblasten und/oder Myofibroblasten eingesetzt werden. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Schritt des Besiedelns mit Endothelzeilen 3 bis 14 mal, bevorzugt 5 bis 10 mal 
wiederholt wird. 



aufweist. 



aufweisen. 



12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass pro 
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Quadratzentimeter Trager/Matrix und Besiedelungsschritt ca. 10 5 bis 5 x 10 8 
Endothelzellen eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Fibroblasten und/oder Myofibroblasten und/oder Endothelzellen humane Zellen 
sind. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Fibroblasten und/oder Myofibroblasten und/oder Endothelzellen autologe Zellen 
sind. 



15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Rahmenkonstruktion aus einem biokompatiblem nicht abbaubaren Material besteht. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Rahmenkonstruktion aus einem biokompatiblem schwer abbaubaren Material 
besteht. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16 dadurch gekennzeichnet, dass die 
Befestigung des Tragers auf der Rahmenkonstruktion mittels konventioneller 
Nahttechnik und/oder Fibrinkleber erfolgt. t 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass der 
pulsatilen Flusskammer Flussraten von 5 ml/min bis 8000 ml/min, bevorzugt 50 bis 
2000 ml/min eingestellt werden. 



19. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Flussrate uber einen Zeitraum von 1 Woche bis 12 Wochen gesteigert wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass die 
anfangliche Flussrate 50 bis 100 ml/min betragt. 



21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die 
anfangliche Pulsfrequenz 5 bis 10 Pulse/min betragt. 
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22. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 21, dadurch gekennzeichnet,' dass die 
Flussrate bis auf 5000 ml/min gesteigert wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 22, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Pulsfrequenz bis auf 180 Pulse/min gesteigert wird. 

24. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass in der 
pulsatilen Flusskammer systemische Drucke von 10 bis 240 mmHg eingestellt 



25. Autologe Herzklappe, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach einem Verfahren 
nach einem der Anspruche 1 bis 24 hergestellt wurde. 

26. Autologe Herzklappe mit einer bindegewebigen inneren Struktur, die von einer 
Endothelzellschicht umgeben ist, dadurch gekennzeichnet, dass sie auf einer nicht 
oder langsam abbaubaren Rahmenkonstruktion (Stent) befestigt ist. 

27. Autologe Herzklappe nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass in dem 
bindegewebigen Kern eine Kollagendichte von 20 bis 60 % gegeben ist. 



werden. 



28. Autologe Herzklappe nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass sie den 
Stromungsbedingungen im menschlichen Herzen standhalt. 
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